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赤外吸収スペクトルによる病態の解析
生理学第二講座會沢　勝夫
　赤外領域の波長は光量子エネルギーが紫外・可視
より小さいために生体構成分子内の電子エネルギー
準位内の振動エネルギーと回転エネルギーを，吸収
スペクトルとして観測できる．更に，波長が長くな
る遠赤外やマイクロ波領域の波長では光量子エネル
ギーがさらに小さくなり，回転エネルギーの変化の
みが起こり吸収スペクトルとして観測できる．今回，
赤外領域の波長を用いて顕微鏡レベルで粥状動脈硬
化部位の吸収ピークを観測して病態の解析を試みた
ので報告する．
粥状動脈硬化部位の赤外吸収スペクトル
　粥状動脈硬化部位に集積しているコレステロール
の動態を顕微フーリエ変換赤外分光（顕微FT－IRス
ペクトル）法によって解析した．純物質であるコレ
ステロール，オレイン酸及びコレステロールがオレ
イン酸とエステル結合しているコレステロールオレ
イエートの赤外吸収スペクトルを観測した．純コレ
ステロールは1460cm－1に一CH2挟み込み運動，
1380，1362cm－1に一CH3の対称口角運動，1060
cm－1にC－0－Cの対称伸縮運動の各ピークを持って
いた．純オレイン酸は1710　cm一’にカルボン酸＝
C＝0の挟み込み運動，460，1440，1412　cm－iに一
CH，一の伸縮振動，1288，1248，1222　cm－1に一
CH2一の回転と捻れの運動，及び940　cm”iに一C一
骨格変角運動の各ピークを持っていた．純コレステ
ロールオレイエートは1740　cm－iにエステルの伸縮
振動，1472　cm一’に一CH，一挟み込み運動1380，1362
cm－1に一CH、の対称変角運動，1174　cm－1にC－0－C
の非対称伸縮振動の各ピークを持っていた．又，1472
cm－1の一CH2一挟み込み運動や1380，1362　cmrmi
の一CH3の対称変角運動吸収ピークはそれぞれ
2944と2760cm－1の倍波のピークを観測する事が
できた．
　ウサギ大動脈の粥状動脈硬化部位形成は日本白色
ウサギを高コレステロール血症状態で30週間飼育
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して行った．この間，10，18と29週でウサギをネプ
タール麻酔下で大動脈を摘出し，素早く一80℃に凍
結しクリオスタットで10μmの厚さに横断面で切
断して，フッ化カルシュウムのスライドグラス上に
断片を張付け赤外分光用の標本とした．粥状動脈硬
化部位からの顕微FT－IRスペクトルは直径100μm
のスポットで観測した．
　正常の大動脈には1738cm－1のコレステロールエ
ステルのピークが殆ど存在していなかった．高コレ
ステロール飼料で飼育していくと高脂血症状態にな
り粥状動脈硬化部位が形成され順次肥大していっ
た．この部位でのスペクトル変化を経時的に観測す
ると，コレステロールエステルのピーク1738cm－1
と2800cm－1の脂肪酸の一CH2，一CH3に由来する
ピークは共に順次増大していった．粥状動脈硬化部
位での1738（C＝0）／2800（CH2，　CH3）のピーク比
は経時的に変動せず0．30と一定の値を示した．
粥状動脈硬化部位の光線力学的治療効果
　光感受性物質mono・L－aspartyl　chlorin　e6（NPe6）
は高脂血症状態にあるウサギの耳静脈から注射して
24時間後に粥状動脈硬化部位に特有的に集積した．
このNPe6を吸収波長（664　nm）のレーザー（出力
100mW／cm2）を血管内視鏡を介して50　J／cm2照
射した．このレーザー照射した粥状動脈硬化部位を
顕微FT－IRスペクトル観測を行うと1738　cm－1の
コレステロールエステルのピークは未照射部位に比
べて顕著に低下していた．しかし，2800　cm－iの脂肪
酸の一CH2，一CH3に由来するピークは大きな変動
が見られなかった．
まとめ
　粥状動脈硬化部位の形成過程でC＝0／CH2，　CH3
ピーク比が変動しない現象からコレステロールは脂
肪酸と1：1の比率でエステル結合して順次集積し
ていくと考えられる．
　光感受性物質NPe6を粥状動脈硬化部位に集積
している状態で光線力学的作用を行う事によりコレ
ステロールエステルのエステル結合は切断されコレ
ステロールと脂肪酸とが独自の行動がとれる様にな
ると考えられる．
　以上の結果から，赤外吸収スペクトルの観測は
種々の病態を分子レベルで解析する時に大きな情報
を提供すると思われる．
解説講演2 生細胞におけるカルシウム／CaMキナーゼII活性の可視化解析
　　　　　　東京薬科大学・生命科学部工藤　佳久
　我々はこれまで，様々な細胞の細胞内カルシウム
濃度の測定行い，「細胞内のカルシウムが上昇する」
ということで，一応の結論が得られたように満足し
ていた．しかし，細胞内カルシウムの上昇はあくま
で初期の段階であり，その後に細胞内に生ずるカル
シウム依存性機能分子の動態が重要なのである．と
なると，次にはカルシウム依存性の機能分子，特に
カルシウムによって活性化されたカルモジュリンに
よって調節される分子の解析が必須でる．我々は
様々な機能分子の内，シナプス可塑性に重要である
と示唆されているカルシウム／カルモジュリン依存
性キナー一辺II型（CaMKII）に着目し，その活性化
状態を可視化解析することを目的として試薬の開発
した．
　リン酸化は様々な機能蛋白質の調節機序となって
いるように，蛋白質の構造に大きな変化を生じさせ
る可能性を持つ修飾機構である．とすれば特異的な
基質を用いることによって，リン酸化の結果生ずる
構造変化を蛍光試薬で検出することが出来るのでは
ないかという単純なアイデアである．ここで我々が
注目した基質はSyntide2と呼ばれる15個のアミノ
酸からなるペプチドでる．これはヘリックスを作る
可能性が高く，その構造をコンピュータで予測して
みると，N一末端と7位のserinは空間的に近いこと
が予測できる．ここに適当な蛍光試薬を結合させれ
ば大きな変化が見込まれる．蛍光試薬としてはタン
パク質の構造変化の検出に用いられるacrylodan
を選んだ．N一末端にCysteinを導入し，そのSHと，
acrylodanを結合させた試薬を作った．以後，この試
薬をAS2と呼ぶことにする．
　純粋なCaMKII，　Calmodulin，　ATPおよびMgを
混合したCaを含まない液にAS2を添加して蛍光
を測定した．その結果，この状態ではacrylodanの
蛍光，すなわち360nm励起で520　nmに極大を持つ
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